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Resumo

A leishmaniose tegumentar é uma parasitose causada por protozodrios do género
Leishmania que acomete preferencialmente a pele e/ou as mucosas e caracteriza-se pelo
aparecimento de lesdes ulcerosas. Histologicamente, esta lesdo caracteriza-se pela
desintegracdo da epiderme e da membrana basal, com grande incidéncia de histidcitos,
linfécitos, granulomas e proliferacdo de parasitos. Como conseqiiéncia, a regido lesada
apresenta redistribuicdo de vasos sanguineos, e dificuldades na difusdo de oxigénio,
resultando em microambiente hipéxico. Macrofagos se adaptam a hipdxia, alterando seu
metabolismo, produ¢do de linfocinas e atividade fagocitica. No presente trabalho
comparamos os efeitos da hipdxia (6% O») e da norméxia (21% O-) na infec¢do in vitro de
macréfagos humanos obtidos de mondcitos de sangue periférico com o parasito
Leishmania amazonensis. Culturas de macréfagos humanos expostos a hipdxia antes da
infeccdo com L. amazonensis mostraram reducdo na porcentagem de células infectadas
quando comparadas com culturas de macr6fagos humanos que permaneceram em
normoéxia. Nés também investigamos se a hipoxia estaria inviabilizando a sobrevivéncia
dos macréfagos (teste do MTT) e induzindo a produgdo da linfocina TNF-a (boiensaio
com células 1.929). Macréfagos humanos submetidos a hip6xia ndo mostraram diferencgas
significativas em relacdo a viabilidade quando comparados aos macréfagos que
permaneceram em ambiente normoxico. Culturas de macréfagos humanos estimulados
com LPS e submetidos a periodos de hipéxia produziram mais TNF- o do que culturas de
macréfagos estimulados com LPS que permaneceram em normoéxia. Porém quando
infectados com L. amazonensis, macréfagos estimulados com LPS em hipdxia mostraram
producdo significativamente menor de TNF-a quando comparados a macréfagos ndo

infectados e estimulados por LPS, em ambiente hipéxico. Verificamos também que a
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produ¢do de TNF-a nas culturas de macréfagos infectados com L. amazonensis,
estimuladas com LPS, em hipéxia foi similar a produ¢do de TNF-o dos macréfagos
infectados com L. amazonensis, estimulados com LPS, mas que permaneceram em
normoxia.

Nossos resultados indicam que hipdxia altera a susceptibilidade de macréfagos
humanos obtidos de mondcitos de sangue periférico para a infec¢do com L. amazonensis, €
que a producdo de TNF-a ndo estd envolvida no mecanismo pelo qual estas células

controlam a carga parasitdria.



Abstract

The tegumentary leishmaniasis is a parasitic disease caused by protozoa
Leishmania which attacks skin and/or mucosal tissues. The lesions are histologically
characterized by degeneration of epidermal and the basal membranes with infiltration of
histiocytes, lymphocytes, granuloma and parasite proliferation. Cutaneous lesions are
associated with rearrangement of the blood vessels and decreased oxygen diffusion,
resulting in a hypoxic microenvironment. Macrophages adapt to hypoxia altering their
metabolism, lymphocytes production and phagocytosis activity. In the present study we
have compared the effect of hypoxia (6% O,) with normoxia (21% O,) in human
macrophages, derived from peripheral blood monocytes, infected with Leishmania
amazonensis. Human macrophages exposed to hypoxia before infection with L.
amazonensis showed a reduction of the percentage of infected cells. Cell viability was
tested by MTT and TNF-a production was detected by bioassay using cell line 1.929.
Human macrophages exposed to hypoxia showed similar viability when compared with
human macrophages in normoxia. Human macrophages stimulated with LPS and exposed
to hypoxia increased TNF-a production when compared with macrophage stimulated by
LPS cultured in normoxia. However, macrophage, infected with L. amazonensis stimulated
with LPS and exposed to hypoxia showed a reduction in TNF-a production when
compared with non infected macrophage, stimulated with LPS and exposed to hypoxia. We
also observed that TNF-a production in L. amazonensis infected macrophages stimulated
with LPS and exposed to hypoxia was similar to TNF-a production of infected

macrophages stimulated with LPS, in normoxia.
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Our data indicated that hypoxia cam alter human macrophages susceptibility to L.
amazonensis infection and no correlation between TNF-o production and control of

parasite infection in this cells under hypoxia conditions.
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1-Introducio
1.1 O Parasito

O género Leishmania foi criado por Ross em 1903 a partir das observagdes do
parasito feitas por Cunnigham (1885), Leishman (1900) e Donavan (1903) (GONTIJO &
CARVALHO, 2003).

No ciclo de vida do parasito existem duas formas morfoldgicas: os promastigotas e
os amastigotas. Os promastigotas sdo formas alongadas com flagelo na regido anterior,
medem 16,0 a 40,0 wm de comprimento e 1,5 a 3,0 wm de largura, incluindo o flagelo, que
geralmente é maior do que o corpo. Reproduzem-se por divisdo bindria no hospedeiro
invertebrado, produzindo formas infectantes denominadas promastigotas metaciclicos.
Estes parasitas migram para a probdcide do inseto € no momento do repasto sanguineo sao
inoculados no tecido celular subcutaneo do hospedeiro vertebrado. No vertebrado sao
fagocitados por macréfagos presentes nos tecidos (histidcitos) e transformam-se na forma
amastigota. Os amastigotas sdo esféricos com um flagelo interno rudimentar (pequena
invaginacdo na superficie do parasito). Estes medem de 3,0 a 6,5 um, e reproduzem-se por
divisdo bindria dentro dos macréfagos, causam lise celular, e infectam outros macréfagos.
No repasto sangiiineo do inseto vetor em um vertebrado infectado ocorre a ingestdo das
formas amastigotas, que se transformardo em promastigotas em seu intestino, fechando o
ciclo evolutivo do parasito (HEPBURN 2000; HANDMAN, 2001). Sao conhecidas
aproximadamente 21 espécies do protozodrio, que podem se hospedar em cerca de 30
espécies de vetores (CUNINGAM, 2002).

O vetor da doenca € um diptero da familia Psychodidae, subfamilia Phlebotominae
pertencente aos géneros: Phlebotomus, prevalente na Africa, Europa e Asia e Lutzomyia,

prevalente nas Américas. As fémeas sdo hematdfagas e se contaminam ao ingerir



macréfagos do hospedeiro infectado com formas amastigotas do parasito. No Brasil,
espécies do género Lutzomyia estdo presentes em todas as regides do pais, onde recebem
nomes populares, tais como, “cangalha”, “mosquito-palha”, “birigui” e “tatuira”. Estes
insetos sdo morfologicamente menores que 0S mosquitos comuns, apresentam-se muito
pilosos e tem coloracdo clara. As fémeas necessitam de sangue para completarem o ciclo
reprodutivo e costumam exercer a hematofagia no periodo noturno (CUNINGAM, 2002;
GONTIJO & CARVALHO, 2003).

Alguns mamiferos proximos ao homem, que fazem parte do ciclo de vida do
parasito, sdo reconhecidos como reservatorios de Leishmania, tais como, caes, roedores,
cavalos, gambds, macacos e tamanduds (HEPBURN, 2000; GONTIJO & CARVALHO,
2003).

Neste trabalho, utilizamos formas promastigotas e amastigotas de Leishmania
amazonensis. Esta espécie de Leishmania, provoca a forma tegumentar ou cutanea da
infec¢do.

1.2 A Leishmaniose Tegumentar Americana (LTA)

A leishmaniose tegumentar americana (LTA) € uma parasitose de ciclo
heteroxénico que acomete preferencialmente a pele e/ou as mucosas e caracteriza-se pelo
aparecimento de lesdes ulcerosas. A LTA € endémica e com incidéncia alta em regides
tropicais da Africa, Américas, India, Mediterrineo e Sudeste Asiatico, totalizando 1,5
milhdes de pessoas infectadas. Paises como Ira, Ardbia Saudita, Siria, Afeganistdo, Brasil e
Peru apresentam 90% dos casos relatados da doenca (HEPBURN, 2000; GONTIJO &
CARVALHO, 2003). No Brasil, estima-se o aparecimento de aproximadamente 35.000
novos casos clinicos por ano em todas as regides do pais (HEPBURN, 2000; GONTIJO &

CARVALHO, 2003).



A LTA caracteriza-se pelo aparecimento de lesdo cutanea de aspecto papulo-
vesiculoso que eventualmente pode disseminar-se para outras dreas do corpo. No caso de
disseminacdo cutianea, denomina-se a doenga de LCD (Leishmaniose Cutanea Difusa) e no
caso de invasdo de mucosa nasofaringea, Leishmaniose Cutaneo-Mucosa (LCM). Uma
outra caracteristica importante da LTA € a sua reativacdo em pacientes imunossuprimidos
devido a infeccdo pelo Virus da Imunodeficiéncia Humana (HIV). A gravidade e a
incidéncia de LTA levaram a Organiza¢do Mundial de Satde a incluir esta doenga entre as
seis mais importantes endemias causadas por parasitos (www. who. int/ health
topics/leishmaniasis).

No Brasil, casos clinicos de LTA eram conhecidos por Cerqueira desde 1885 e sua
forma epidémica foi relatada em 1907 entre os trabalhadores da constru¢do da Estrada de
Ferro Noroeste do Brasil (HEPBURN, 2000; GONTIJO & CARVALHO, 2003;
HERWALDT, 1999).

Devido a grande diversidade de géneros do protozodrio, foi proposta uma
classificacio por Laison & Shaw (1987) que divide os subgéneros em grandes
“complexos”, dos quais destacamos os seguintes, de interesse parasitologico no Brasil por
causarem LTA, os complexos, mexicana (subgénero Leishmania) e braziliensis (subgénero
Viannia). Dentro destes complexos também foi proposta a classificacdo das espécies, as
quais destacamos, devido a patogenia em humanos: Leishmania (Leishmania)
amazonensis, Leishmania (Viannia) guyanensis e Leishmania (Viannia) brasiliensis
(LAISON & SHAW, 1992).

Ainda podemos citar duas espécies de Leishmania pertencentes ao complexo
donovani, as Leishmania (Leishmania) donovani e Leishmania (Leishmania) chagasi, que,

embora nio provoquem a LTA, sdo responsdveis pela forma visceral e geralmente fatal da



leishmaniose também conhecida como calazar (HERWALDT, 1999; GONTIO &
CARVALHO, 2003).
1.3 A Patologia da LTA

A lesdo cutanea aguda causada por Leishmania se inicia apés a inocula¢do dos
parasitos, que sdo fagocitados por macréfagos e se tornam hospedeiros das formas
amastigotas. As lesdes podem ser pdpulas, nédulos ou placas que formam crostas ou
ulceras. Ap6s um periodo de incubagdo que varia entre 1 e 12 semanas observa-se no local
da picada a primeira manifestacdo clinica que é uma pequena pdpula indolor que pode
permanecer estaciondria ou evolui para um ndédulo dérmico, conhecido como histioma, que
se caracteriza por apresentar uma massa dérmica contendo um infiltrado de macréfagos e
linfécitos. Histologicamente, esta lesdo se caracteriza por hipertrofia do estrato cérneo,
com acumulo de histocitos onde os parasitos se multiplicam. Este nédulo desenvolve
necrose central que resulta na desintegracdo da epiderme e da membrana basal, formando
uma lesdo ulcerosa circular e crostosa (MEHREGAN et al., 1999 e GHERSETICH et al.,
1999). O infiltrado dérmico nesse estdgio se estende visivelmente e a drea de necrose
aumenta desenvolvendo lesdes caracteristicas de L. amazonensis, L. brasiliensis e L.
guyanensis. Apés a perda da crosta superior, observa-se uma elevacdo das bordas cujo
fundo € granuloso, repleto de exudado purulento, com grande incidéncia de histidcitos,
linfécitos, e granulomas. Nas bordas da lesdo é grande o nimero de formas amastigotas
(MEHREGAN et al.,1999; GHERSETICH et al, 1999; HANDMAN, 2001).

A lesdo causada por L. amazonensis cura-se espontaneamente e € susceptivel ao
tratamento. Entretanto, alguns pacientes desenvolvem a forma difusa da doenca
(Leishmaniose Cutanea Difusa, LCD), na qual o parasito migra por vasos linféticos,

provocando o aparecimento de lesdes por toda a pele e formando metastases (HANDMAN,



2001; GONTIO & CARVALHO 2003). Na LCD ndo ha resposta aos tratamentos
conhecidos e estd associada a deficiéncia da resposta imune celular do paciente frente aos
antigenos do parasito. Na LCD € comum também o aparecimento de lesdes ndo-ulcerosas
com focos necréticos e granulomas, principalmente no rosto e membros (MEHREGAN et
al., 1999; HANDMAN, 2001; GONTIJO & CARVALHO, 2003).

Todas as lesdes, cutaneas, mucosas e cutineas difusas apresentam redistribui¢dao
focal de vasos sanguineos, causando dificuldades na difusio de oxigénio no local
(isquemia) e resultando em um ambiente de pouco aporte de oxigénio ou hipdxico. A
hipdxia tecidual deve prejudicar o efeito das drogas e alterar a cicatrizacdo destas lesoes
(MEHREGAN et al.,1999; LAHAT, et al., 2003 e COLHONE et al., 2004).

1.4. Controle, Diagnéstico e Tratamento da LTA

Por ser uma zoonose primitiva de florestas, a LTA resiste a qualquer medida
preventiva aplicavel as doencas transmitidas por vetores devido a impossibilidade atuagao
na fonte da infeccdo silvestre. Os resultados, ainda preliminares, com imunoterapia e
imunoprofilaxia representam possibilidades profildticas promissoras. (HANDMAN, 2001;
GONTIJO & CARVALHO, 2003).

O diagndstico parasitolégico pode ser feito diretamente com a demonstragdo das
formas amastigotas obtidas da lesdo por escarnificagdo, aspira¢do ou bidpsia da borda,
corado por Giemsa ou Leishman (MEHREGAN et al., 1999; HANDMAN, 2001). O
diagnéstico imunolégico pode ser feito pelo Intradermorreagdo de Montenegro, que
consiste de injegdo intradérmica de solu¢do de antigeno padronizado no antebraco. E
considerado positivo o paciente que apés 48 ou 72 horas apresenta enduracdo maior ou
igual a 5 mm na regido aplicada. O teste detecta hipersensibilidade tardia e € normalmente

negativo nas formas cutaneas difusas (LCD) ou em pacientes imunodeprimidos, porém, é



de grande valor presuntivo no diagndstico de LTA e nos inquéritos epidemioldgicos de
areas endémicas (MEHREGAN et al., 1999; GHERETICH et al., 1999; HANDMAN,
2001). Outros métodos utilizados para a deteccdo de LTA sdo as reacdes de ELISA, o
diagnoéstico histolégico e a reagdo em cadeia de polimerase (PCR) que permite detectar
quantidades muito pequenas do DNA do parasito (MEHREGAN et al., 1999;
GHERETICH et al., 1999; HANDMAN, 2001).

O tratamento da doenca em humanos € feito administrando-se antimoniais
pentavalentes como o antimoniato de meglumine (Glucantime) ou o stibogluconato de
sodio (Pentostam). Seus efeitos colaterais mais freqlientes sdo artralgia, mialgia,
inapeténcia, cefaléia, febre, vOmitos, tontura e inchaco na regido de aplica¢do. Cardio,
hepato e nefrotoxicidade também sdo observadas, limitando o uso dessas drogas,
especialmente em pacientes idosos e, por ser abortiva, a droga é vetada em gestantes. O
antibidtico, anfotericina B, de reconhecida acdo leishmanicida, ¢ normalmente a opgao
quando o antimonial se torna proibitivo ou inoperante. Apesar de eficaz para lesdes
cutaneas, a anfotericina B apresenta sérios efeitos colaterais como nduseas, vOmitos,
insuficiéncia renal, anemia e alteragdes cardiacas. O uso endovenoso e os quadros de
cardio e nefrotoxicidade impedem o seu wuso fora de ambiente hospitalar.

(www.who.int/tdr/ ; HERWALD, 1999; HEPBRUN, 2001).



1.5 A Resposta Imune do Hospedeiro

Apés a infeccdo, os parasitos necessitam se reproduzir rapidamente, e de
preferéncia, em macréfagos quiescentes ou em mondcitos recém chegados ao tecido
infectado. Para isso, usam mecanismos de evasdo ou escape que, por exemplo, inibam o
“burst” respiratério dos macréfagos. O parasita também induz alteracdes na resposta imune
do hospedeiro, como modifica¢cdes na produgdo de citocinas, inibi¢do da apresentagdo de
antigenos e estimulacdo de linfécitos do tipo T (CD4+) helper Th2 (MAUEL, 1996;
BOGDAN & ROLLINGHOFF, 1998; GHERSETICH et al., 1999).

H4, pelo menos, duas respostas imunes celulares envolvidas no
controle/susceptibilidade a infeccdo com Leishmania, muito estudadas nos modelos
murinos da leishmaniose cutanea. No processo de imunidade celular protetora, o linfocito
T do tipo Thl produz e libera IL-2 e IFN-y, citocinas que recrutam células (neutréfilos e
mondcitos) para local de infeccdo e que também ativam macréfagos e células NK (Natural
Killer). Os macréfagos por sua vez liberam citocinas como o TNF-a e IL-1 que aumentam
a atividade microbicida dos préprios macréfagos, ou IL-12 que estimula linfécitos Thl a
produzirem novas citocinas (HERWALD, 1999 e HEPBRUN, 2000). As citocinas TNF-a
e IL-1, além de estimularem a¢do microbicida dos macréfagos, recrutam mais linfécitos
para a regido de inflamacdo. Esta inflamacdo passa a apresentar caracteristicas de
Hipersensibilidade do tipo Tardia, em que ocorre persisténcia dos agentes infecciosos no
interior dos macréfagos, formacdo de granulomas, destruicao tissular, redistribuicdo de
vasos sanguineos por estimulo dos préprios macréfagos e formacdo de ambiente com
pouca oxigenacdo. Vdrios estudos sugerem que o TNF-a € um dos principais fatores de
estimulo para que macréfagos eliminem parasitos intracelulares como Leishmania

(MAUEL, 1996).



Estudos de Liew et al. (1990), demonstraram que camundongos CBA/T6T6
infectados com L. amazonensis e tratados com anticorpo anti-TNF-o tém lesdes mais
graves que aquelas de animais ndo tratados com o mesmo anticorpo. Experimentos
realizados com culturas de células também indicam um papel importante do TNF-a na
reducdo da infeccdo. Macréfagos peritoniais murinos tratados com TNF-o e LPS e
infectados com L. major foram capazes de destruir os parasitos intracelulares. Entretanto, a
presenga de LPS foi fundamental para a ativagdo dos mecanismos leishmanicidas (LIEW et
al., 1990). Uma interacdo sinérgica de TNF-o com INF-y reduzindo a carga parasitéria de
macréfagos infectados com L. major foi demonstrada por Bogdan et al. (1990). A
associacdo de INF-y com IL-4 ndo mostrou efeitos nas mesmas células infectadas com o
parasito (BOGDAN et al., 1990). A producdo de TNF-a durante o processo de controle da
infeccdo pode estar associada ao ambiente hipoxico presente nas lesdes (LEEPER-
WOODFORD et al., 1999; LAHAT et al., 2003 e COLHONE et al., 2004).

No processo de imunidade celular relacionado a susceptibilidade na infeccio com
Leishmania, estao envolvidos os linfécitos T do tipo Th2. Apesar do padrdo de produgdo
das citocinas ainda ndo ser completamente entendido, sabe-se que, dependendo do
estimulo antigénico, linfécitos Th podem se diferenciar em linfécitos Th2 que produzem
IL-4, IL-5, IL-10 e IL-13 e provocam um efeito supressor da capacidade de defesa contra o
parasito. (MEHREGAN, 1999; HANDMAN, 2002; GHERSETICH, 1999; HERVALDT,
1999). Este efeito estd ligado a a¢do da IL-4 que inibe a ativacdo dos macréfagos por INF-
Y, provocando uma diminui¢@o na producdo de TNF-a e IL-1. Os linfécitos Th2 produzem
IL-10 que estd associada a inibi¢do de proteinas coestimulatérias da membrana de

macréfagos e de células dendriticas. (HO et al., 1992). Apesar de bastante estudadas em



modelos murinos e culturas de células murinas, as respostas imunes e a dicotomia Th1/Th2
sdo menos avaliadas em pacientes e em células de origem humana.
1.6. Os Macréfagos

Macroéfagos sao células do sistema fagocitdrio mononuclear, originadas de células
tronco hematocitopoéticas presentes na medula Ossea que se diferenciam em células
formadoras de colonia CFU (colony-forming unit). Estas células ddo origem a quatro
linhagens bésicas do sangue: eritréide, megacariocitica, linféide e mieldide. As CFU, sob a
influéncia de citocinas produzidas por células maduras na medula déssea, como por
exemplo, CSF (clolony stimulatory factor), GM-CSF (granulocyte-macrophage
stimulatory factor) e das interleucinas IL 1, IL3, IL4, IL5 e IL6, ddo origem as células
precursoras mieldides, CFU-GM (colony-forming unit granulocyte-macrophage) e
posteriormente a CFU-M (colony-forming unit macrophage), que originam as células
precursoras dos macréfagos presentes na corrente sanguinea, o0s mondcitos
(KLEINERMAN, et al., 1988; SCHONLAU et al, 2003).

Os mondcitos correspondem a 1-6% das células brancas do sangue, onde sdo as
maiores células brancas presentes, com didmetro variando entre 12 e 15 um e apresentando
um grande nucleo riniforme, bilobado e central. Estas células tém a capacidade de
migrarem dos vasos sanguineos e se instalarem nos tecidos. A mudanca de ambiente
provoca um estimulo que resulta em diferenciacdo celular, gerando células fagociticas
chamadas macréfagos (KELLEY et al., 1988; LEWIS et al, 1999). Estruturalmente, os
macréfagos apresentam uma cromatina frouxa, com granulos dispersos no nucleo e maior
quantidade de citoplasma se comparado aos mondcitos. No citoplasma, o complexo de
Golgi € muito desenvolvido devido a grande producdo de fagolisossomos. O citoplasma é

ondulado, com presenga de muitas fibras protéicas do citoesqueleto responsdveis pela



formacao de pesudépodes que participam das func¢des fagociticas dos macréfagos (LEWIS
et al, 1999; COX et al.,, 1999). Em mamiferos, cada tecido apresenta caracteristicas
microambientais préprias. Por exemplo, enquanto o peritonio é altamente anaerdbico, os
alvéolos pulmonares sdao muito oxigenados e assim aerébicos. Em cada tipo de
microambiente tissular, o processo de diferenciacdo do macréfago (adaptagdao) pode gerar
mudancgas fenotipicas que diferenciam um macréfago de outro, embora sua funcdo
fagocitica permaneca a mesma (LEEPER-WOODFORD et al., 1999).

Os macréfagos quando ativados, principalmente por lipopolissacarideos de
Escherichia coli (LPS) ou TNF-a, apresentam no interior de seus fagolisossomos
secunddrios, além de enzimas hidroliticas, uma série de metabdlitos oxigenados como,
peréxido de hidrogénio (H,0O,), anion superdxido (O,"), oxigénio singlet (1/2 O,), radical
hidroxila (OH’), 6xido nitrico (NO) e o peroxinitrito (ONOO’). (HO et al.,, 1992;
WEINBERg et al., 1995; GIORGIO et al., 1996; GANTT et al., 2001). Para a producao
destes metabdlitos toxicos, durante o processo de fagocitose, ocorre um grande aumento no
consumo de oxigénio pelos macréfagos, conhecido como “burst” respiratério ou explosao
respiratoria. Estes fagocitos também sintetizam 6xido nitrico a partir de L-arginina pela
enzima NO-sintetase induzida (iNOS), um importante radical livre microbicida que reage
com o super6xido gerando peroxinitrito, outro agente citotoxico (WEINBERG et al.,
1995). Protozodrios como Leishmania possuem mecanismos de evasdo destes metabdlitos,
tal como, a capacidade de inibir da expressdo da producdao de iNOS (LINARES, et al.,
2000; SACKS, & SHER, 2002 e MATEO et al., 2003).

1.7 Os Efeitos da Hipdxia na Resposta Imune
Em condicdes normais, a pressdo parcial de oxigénio (pOz) no tecido

cutineo é de 50-60 mmHg. Durante infec¢des hd mudangas na pressao parcial de oxigénio



tornando o micro ambiente tecidual hipéxico (oxigenacdo diminuida). O fluxo sangiiineo
alterado, a isquemia e a proliferacdo de células e organismos infectantes sdo alguns dos
fatores responsdveis pela hipoxia associada as infecgdes. Em tecido dérmico lesado, as
medidas de pO, mostram gradientes hipéxicos de 5-28 mmHg. (HARRON et al., 2000). Na
area central da lesdo, onde se encontram grandes quantidades de fibrina, plasma e
abundante populagdo de leucdcitos mediadores de inflamagdo, é normal encontrar os niveis
mais baixos de pO, (LEWIS et al., 1999). A situacdo de hipoxia em lesdes granulomatosas
mediadas por macrofagos tem sido relacionada a indug@o de citocinas angiogé€nicas e a
sintese de matriz extracelular por fibroblastos (HARRON et al., 2000).

Embora se saiba que ambientes com baixa pO2 provocam apoptose em macrofagos
(SHIMIZU, et al., 1996), estas células podem se adaptar gerando mudangas fenotipicas
para garantir sua sobrevivéncia e funcionamento. Fato € que, macréfagos se acumulam no
centro e nas adjacéncias de dreas hipdxicas e pouco vascularizadas dos tecidos lesados e
sdo capazes de secretar substancias nestas condi¢des (LEWIS et al., 1999). Em caso de
falta de oxigé€nio, os macréfagos fazem glicélise anaerdbica da hexose monofosfato,
liberando 4cido pirtvico, que na auséncia do oxigénio rapidamente se converte em acido
latico, deixando o ambiente nos vacuolos ainda mais acido. Esta via metabdlica anaerdbica
permite que fagdcitos possam eliminar microrganismos mesmo em condi¢des de
anaerobiose, como em granulomas. Nos locais de inflamac¢do, normalmente, ocorrem
processos isquémicos devido as lesdes teciduais que ocorrem nos vasos sanguineos e,
nestes ambientes, os macréfagos liberam citocinas, como o FGF (fator de crescimento de
fibroblastos) e o VEGF (fator de crescimento endotelial vascular) que participam do
processo de reconstrucdo vascular da regido lesada (LEEPER-WOODFORD et al., 1999;

LEWIS et al., 1999 ).
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Macréfagos submetidos a hipdxia sintetizam maiores quantidade de citocinas,
como as IL-1, IL-6 ¢ TNF-o (SCANELL et al., 1993), e também da enzima iNOS
(ALBINA et al., 1995), responsdvel pela sintese de NO, em associagdo aos ativadores
como o INF-y e o TNF-q, na presenca de LPS (STUEHR, 1997). A produc¢do de proteinas
de choque térmico como a HSP-70 (70-Kd Heat Shock Protein) sofrem redugdo em
periodos de hipodxia, e se as células foram reoxigenadas, a produ¢do da HSP-70 retorna aos
niveis pré-hipéxicos (DEGROSSOLI, et al.,, 2004). Em relagdao aos processos de
fagocitose, estes também ficaram alterados em ambientes hipoxicos. Por exemplo, células
de Kupffer submetidas a hipdxia in vitro e in situ mostraram diminuicdo da capacidade
fagocitica para particulas de carbono em compara¢do com células de Kupffer que foram
oxigenadas (LE KOPPELE et al., 1991).

Resumidamente, apesar de células como os mondcitos e os macréfagos poderem
sofrer apoptose em condi¢des de hipoxia, elas também se adaptam a estes ambientes,
alterando o seu metabolismo, produzindo linfocinas pré-inflamatérias como o TNF-a e a
IL-1, e alterando as atividades exo-endofagociticas. Varios mecanismos celulares de
resposta a hipoxia t€m sido propostos nos ultimos anos como participantes do processo,
mas nio foram baseados em modelos experimentais de infec¢cdes (ALBINA et al., 1995;
LEWIS et al., 1999; YUN et al., 1997). Nosso laboratério tem explorado o papel da
hip6xia durante a infeccdo com L. amazonensis.

A lesdo causada pelo parasito L. amazonensis tem caracteristicas que levam a
hipdxia tecidual, tais como, a presenca de um grande nimero de amastigotas em divisdo, a
migracdo de células inflamatérias, as infeccdes secunddrias com bactérias aerdbicas e
anaerobicas e a expressdo de uma proteina presente em ambiente hipoxico, o fator de

transcri¢do Hypoxia Inducible Fator (HIF1-a), (AUGUSTO et al., 1996; ALEXANDER et
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al., 1999; SOLBACH et al., 2000; HANDMAN, 2000 e MATEO et al., 2003 e ARRAIS-
SILVA et al., 2005), que justificam os estudos.

De fato, resultados recentes do nosso grupo de pesquisa obtidos, tanto com
culturas primdrias de macréfagos de camundongos como com linhagens tumorais,
demonstraram que um ambiente de baixa tensdo de oxigénio (5% O, 5% CO,, balanceado
com Ny) tem efeito negativo no indice de infec¢io (COLHONE et al., 2004). Macréfagos
submetidos a hipdéxia fagocitam normalmente os parasitas, mas apds a infec¢do
apresentam-se “ativados” e controlam a proliferacdo de amastigotas. Os efeitos da hipoxia
na infeccdo de macrofagos originados de mondcitos de sangue humano com L.
amazonensis ainda ndo tinham sido avaliados e sdo de extrema importancia para a
ampliacdo dos resultados e das conclusdes obtidas com células de camundongos. Nosso

modelo in vitro € mais proximo da situac@o da infec¢@o que ocorre em seres humanos.
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2-Objetivos
Os objetivos deste projeto inserem-se na principal linha de pesquisa do nosso
laboratério de Leishmaniose e relacionam-se a compreensdao do papel deletério e/ou
terapéutico da hipéxia em infecgdes intracelulares como a leishmaniose. Especificamente,

pretendemos:

1) Purificar mondcitos humanos de sangue periférico de individuos adultos sauddveis para

obtencdo de culturas de macréfagos humanos;

2) Padronizar o método de infec¢do de macréfagos humanos com L. amazonensis;

3) Avaliar o efeito da hipéxia na viabilidade de macréfagos humanos e no indice de

infeccdo dessas células com L. amazonensis;

4) Avaliar a produ¢do de TNF-a nas culturas de macrofagos humanos submetidos a

hipdxia.
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3- Materiais e Métodos

Lista de Compostos e Equipamentos Usados e Procedéncias

Meio RPMI

Soro Fetal Bovino Inativado

Lipopolissacarideos de E. coli (LPS)

Gentamicina/penicilina

TNF-o recombinante

Cell Growth Determination Kit, MTT Based

Bicarbonato de Sédio

HEPES

Histopaque 1.077

Placa de Cultura de 24/96 Pocos

Tubos Cdnico p/ Centrifuga 15/50 ml

Centrifuga Eppendorf 5810

Estufa de CO, Shelab TC 2323

Fluxo Laminar Veco Clean plus 09

Sigma Aldrich Co (USA)

Sigma Aldrich Co (USA)

Sigma Aldrich Co (USA)

Sigma Aldrich Co (USA)

Amersham Life science (USA)

Sigma Aldrich Co. (USA)

Sigma Aldrich Co (USA)

Sigma Aldrich Co (USA)

Sigma Aldrich Co (USA)

Corning TRP Co. (USA)

Corning TRP Co. (USA)

Eppendorf (USA)

Shellab (USA)

Veco (Brasil)
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3.1 Animais

Camundongos isogénicos fémeas da linhagem BALB/c, livres de patogenos
especificos, com idade entre 6 e 12 semanas, foram fornecidos pelo Centro
Multidisciplinar para Investigacdo Biolégica — CEMIB/UNICAMP e foram mantidos no
Biotério do Departamento de Parasitologia do Instituto de Biologia da Universidade
Estadual de Campinas.
3.2 Meio de Cultura

O meio de cultura utilizado no cultivo de parasitos e de mondcitos/macréfagos
humanos foi 0 RPMI 1640 suplementado com 10% de SFB (inativado a 56°C durante 1
hora) para os parasitos € 20% de SFB para os macréfagos humanos, 20 Mm de bicarbonato
de sédio, 10mM de tampao HEPES e 25ug/ml de gentamicina ou
penicilina/estreptomicina.
3.3 Obtencdo e Manutencdo do Parasito

O parasito utilizado foi a L. amazonensis (MHOM/BR/73/M2269). As formas
amastigotas foram mantidas em camundongos BALB/c através da inoculacdo subcutanea
de 2X10° parasitos no coxim plantar de uma das patas traseiras. Os amastigotas foram
retirados de lesdes desenvolvidas nas patas desses animais por meio de raspagens com
bisturi em salina estéril suplementada com gentamicina (2ug/ml). A suspensdo obtida foi
filtrada em gaze estéril para retirada de residuos (protocolo adaptado de Cantos et al.,
1993). O nimero de amastigotas foi contado em camara de Neubauer.

Para diferenciagdo em promastigotas, frascos de cultura com amastigotas em meio
RPMI 1640 foram mantidos em estufa seca, com temperatura de 26 a 28°C. Apds 2 a 3

dias, ocorria a diferencia¢do. As formas promastigotas foram mantidas em frascos plasticos
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de cultura, com meio RPMI 1640 suplementado com 10% de SFB estéril em estufa seca a
temperatura de 26 a 28°C.
3.4 Condig¢des de Microambiente Hipdxico

O ambiente hipoxico foi estabelecido com a lavagem de uma camara incubadora
(Billups — Rothenberg, modelo MIC 101) com a mistura gasosa padrdo primario (White
Martins) a 2 % de oxigénio, 5 % de CO, e balanceada com nitrogénio, pelo periodo de 15
minutos. Em seguida, as mangueiras de entrada e saida de gis foram fechadas e a cdmara
mantida em estufa a 37°C.

Para aferir o grau de hipdxia dentro da camara foi utilizado um analisador de gds
(testoryt/confort), com uma solugdo absorvente do oxigénio (Oxsorbent-EUA). Apds a
lavagem da camara, a entrada de gas foi fechada e a saida acoplada a extremidade do
analisador. Por meio de compressdo de uma péra acionada por 18 vezes consecutivas, o ar
de dentro da cadmara entrou em contato com a soluc¢do absorvente dentro do analisador e
depois de homogeneizada a solucdo, mediu-se a concentracdo de oxigénio que, em nossos
experimentos foi de 6%. A tensdo de oxigénio no meio foi de 37 mmHg sob condi¢des
hipdxicas e de 150 mmHg sob condi¢des normoxicas (estufa umidificada a 21% de O,, 5
% de CO,, 37°C).

3.5 Obtencao e Cultivo de Macréfagos Primdrios Humanos a partir de Mondcitos de
Sangue Periférico:
3.5.1 Procedimentos de Coleta de Sangue Periférico:

A coleta de sangue foi feita em doadores adultos e saudaveis doadores de sangue,

com agulha estéril em tubo estéril de viacuo (volume de 9ml), revestidos internamente com

heparina ou EDTA (Vacoutainer, Brasil).
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3.5.2 Separagdo dos Mondcitos de Sangue Periférico com Histopaque® 1.077:

Imediatamente apds a coleta de sangue, em fluxo laminar procedeu-se o seguinte
protocolo: em tubo conico foi colocado mistura 3:5 de sangue/PBS (salina em tampao
fosfato 0,01M, pH 7,4) isento de cédlcio e magnésio. Cuidadosamente, em tubo conico p/
centrifuga, colocamos a mistura sangue/PBS sobre Histopaque® 1.077 (Sigma), na
propor¢ao de 8:3 (sangue/Histopaque). O material foi centrifugado a 400G (1.500 RPM)
durante 30 minutos em temperatura ambiente. Apds a centrifugacdo, a camada
intermedidria opaca, continha células mononucleares. As células foram lavadas a 250G
(1250 RPM) por 10 minutos, a temperatura ambiente, duas vezes (protocolo adaptado de
Product information Sigma - Histopaque® 1.077; FELDMAN et al., 1987; KELLEY et al.,
1988; KALMAR et al., 1988).

As células foram ressuspensas em meio RPMI 1640 suplementado com 20% de
SFB, e o total de células vidveis contadas em camara de Neubauer, utilizando-se solug¢do
de “Tripan Blue” diluida 10:1 em meio de cultura. Foi realizada contagem diferencial para
avaliar a morfologia das células e para estabelecer o nimero aproximado de mondcitos na
amostra, corando-se com cristal violeta 1mg/ml em &cido acético 10% (200 ul dos
mondcitos + 50 pul do corante).

O célculo do numero de mondcitos € feito usando-se a seguinte formula e
considerando-se 20% das células como mondcitos:

No. de mondcitos/ml = no. de células totais X 10* por ml X 20%.
3.5.3 Cultivo de Macréfagos Primarios Humanos:

Cerca de O,SXIO6 c€lulas foram cultivadas em laminula de vidro de 13 mm de
diametro inseridas em placa de cultura de 24 pocos com Iml de meio RPMI 1640 durante 7

dias a 37°C, sob 21% de O,, 5% de tensdo de CO, (adaptado de BERMAN et al., 1979). A
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cada dois dias era realizada a aspiracdo do meio de cultura e a colocacdo de meio fresco
(adaptado de DORTA, 1997).

3.6 Testes de Infeccdo e Fagocitose de Macrofagos Primédrios Humanos com L.
amazonensis

3.6.1 Infeccdo com L. amazonensis

As células, obtidas apds 7 dias de cultura, foram incubadas durante 24 horas com
amastigotas ou promastigotas de L. amazonensis em estufa umidificada a 21% de O», 5 %
de CO,, 37°C. (BERMAN et al., 1979). Apés 24 horas, as laminulas de vidro contendo
macrofagos foram retiradas da estufa e das placas de cultura. As laminulas foram lavadas
em solucdo salina, secas, e fixadas em metanol durante 15 minutos, transferidas para
solucdo de Giemsa durante 10 minutos e lavadas em dgua destilada. Apds a secagem,
foram montadas com resina em laminas de vidro. A avaliacdo das porcentagens de
macréfagos humanos infectados e as proporgdes de parasito/macréfago contando-se de 200
células por laminula, foi realizada em microscopia 6tica com aumento de 1000 vezes. As
fotos foram obtidas em camara digital de captura de imagens, Lool.SMA Procolor,
programa Image Pré-plus (Media Cybernetcs, USA) conectada a um microscépio Nikon
Elipse E-800 (Japao).

3.6.2 Cultivo de Macréfagos Primarios Humanos com “Beads”

Macréfagos humanos, obtidos apds 7 dias de cultura, foram incubadas durante 24
horas em estufa umidificada a 21% de O,, 5 % de CO,, 37°C, com microesferas de
poliestireno de 6 micrometros, “beads” (Poly Science, USA). A coloracdo das laminulas, a
avaliacdo das porcentagens de macréfagos que fagocitaram “beads”, e as proporc¢des de

“beads” por célula foram realizadas conforme descrito no item 3.6.1.
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3.6.3 Infeccdo de Macr6fagos em Ambiente Hipoxico

Protocolo 1: Células incubadas em hipdxia com amastigotas de L. amazonensis por

24 horas no 7°. dia de cultura. Apds 7 dias de cultura em estufa umidificada a 21% de O, 5

% de CO,, 37°C, macréfagos humanos foram infectados com amastigotas de L.
amazonensis na propor¢ao de 2:1 (parasito:célula) e imediatamente colocados em camara
incubadora com 5% O, , 5% CO,, balanceado com N,, a 37°C durante 24 horas (vide
esquema 1).

Protocolo 2: Células incubadas em hipdxia por 24 horas no 6°. dia de cultura

seguido de incubacdo com amastigotas de L. amazonensis por 24 horas no 7°. dia de

cultura. Apés 6 dias de cultura em estufa umidificada a 21% de O,, 5 % de CO,, 37°C,
macréfagos humanos foram colocados em camara incubadora com 5% O, , 5% CO,,
balanceado com N,, a 37°C durante 24 horas. Apds este periodo (7°. dia de cultura) foram
retirados e infectados com amastigotas de L. amazonensis na propor¢do de 2:1
(parasito:célula) e incubados em ambiente normoxico (estufa de 5% CO, a 37°C e 21% de
0,) por mais 24 horas, Este protocolo também foi feito, usando-se microesferas de
poliestireno de 6 micrometros, (“beads”), no lugar dos parasitos (vide esquema 2).

Protocolo 3: Células incubadas em hipdxia por 24 horas no 7°. dia de cultura

seguido de incubacdo com amastigotas de L. amazonensis por 24 horas no 8°. dia de

cultura. Apés 7 dias de cultura em estufa umidificada a 21% de O,, 5 % de CO,, 37°C,
macrofagos humanos foram colocados em camara incubadora com 5% O, , 5% CO,,
balanceado com N, a 37°C durante 24 horas. Apds este periodo (8°. dia de cultura) foram
retirados da hipoxia e infectados com amastigotas de L. amazonensis na proporg¢ao de 2:1
(parasito:célula) e incubados em ambiente normoéxico (estufa de 5% CO, a 37°C € 21% de

0O,) por mais 24 horas (vide esquema 3)
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Protocolo 4: Células incubadas em hipdxia por 24 horas no 8°. dia de cultura

seguido de incubacdo com amastigotas de L. amazonensis por 24 horas no 9°. dia de

cultura. Apés 8 dias de cultura em estufa umidificada a 21% de O,, 5 % de CO,, 37°C,
macrofagos humanos foram colocados em cimara incubadora com 5% O,, 5% CO,,
balanceado com N, a 37°C durante 24 horas. Apds este periodo (9°. dia de cultura) foram
retirados e infectados com amastigotas de L. amazonensis na propor¢do de 2:1
(parasito:célula) e incubados em ambiente normoéxico (estufa de 5% CO, a 37°C € 21% de
0O,) por mais 24 horas (vide esquema 4)

Em todos os protocolos a coloragdo das laminulas, a avaliacdo das porcentagens de
fagocitose dos macrofagos e as propor¢des de beads por célula foram realizadas conforme

descrito no item 3.6.1.

ESQUEMA 1
7°. Dia:
Incubacio
1°. Dia: em hipdxia e
Coleta e Incubacdo em, estufa umidificada a 21% de O, 5% infecgdio por
inicio da de CO,, 37°C. 24 horas
cultura
© ©
/ \ / @ B
—> II'-. ( .-'II —> . /I —> . ’ G'
©
21% de O, 6% de O;
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ESQUEMA 2

1°. Dia:

Coleta Incubagdo em, estufa 0umidificada a21%
cinicio € 02,5% de COy, 37°C.

da

cultura

\- @*’ @ -0 -0 .0
| 5 y ’ _ —
~— ] N~

6°. Dia: 7°. Dia:
Incubagéo infec¢do por
em hipdxia 24 horas em
por 24 horas normoxia

© e

21% de O, 6% de O, 21% de O,
ESQUEMA 3
1°. Dia: 7°. Dia: So‘fDiaj
Coleta Incubacdo em, estufa umidificada a 21% Incuk?agﬁc? 212 ng;;frgr
einicio  de O3, 5% de CO,, 37°C. em hipoxia .
da por 24 horas normoxia
cultura ) B 79 = 5 © )
s — & [C:j{(" [c 7~
—> | ( — @ — @ — @ — @
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21% de O, 6% de O, 21% de O,
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ESQUEMA 4

1°. Dia: 8°. Dia: ?0. Dia:
Coleta Incubagdo em, estufa umidificada a 21% Incubacio infec¢@o por
cinicio € 02,5 % de CO, 37°C. em hipéxia 24 horas em
da por 24 horas normoxia
cultura B e © ©
' ‘ II: P 1,[\/ @ @
- ¢ -0~ 0~ 0 —.0
21% de O, 6% de O,  21% de O,

3.6.4 Avaliacdo do Efeito do Meio de Cultura

Apds 6 dias de cultura em estufa umidificada a 21% de O,, 5 % de CO», 37°C,
macréfagos humanos foram colocados em camara incubadora com 5% O, , 5% CO,,
balanceado com Ny, a 37°C durante 24 horas. Apds este periodo (7°. dia de cultura), as
culturas tiveram o seu meio trocado por meio novo e infectados com amastigotas de L.
amazonensis na propor¢ao de 2:1 (parasito:célula), e incubados em ambiente normdxico
(estufa de 5% CO, a 37°C e 21% de O,) por mais 24 horas
3.7 Teste de Viabilidade Celular

A viabilidade dos macréfagos foi determinada através do teste do MTT [3-(4,5-
dimethylthyazol-2yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide] (MOSMANN, 1983), conforme o
seguinte protocolo: 200 pl de meio RPMI com 20 % de SFB contendo 3x10" monécitos
coletados do sangue periférico (item 3.5.1 e 3.5.2) foram inseridos em pogos de placas de
cultura de 96 pocos e cultivados durante 6 dias em estufa umidificada a 21% de O», 5 % de
CO,, 37°C. Ap6s 6 dias de cultura, as células foram colocadas em cdmara incubadora com
5% O, 5% CO,, balanceado com N3, a 37°C, durante 24 horas.
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Ap6s 7 dias de cultura, o sobrenadante foi retirado e adicionou-se 100ul de meio
novo + 10 ul de MTT. As células foram, entdo, incubadas durante 4 horas em estufa
umidificada a 21% de O,, 5 % de CO,, 37°C. O controle negativo (células mortas) foi
obtido adicionando 52 mM de perdxido de hidrogénio as culturas e o controle positivo foi
obtido de células cultivadas 7 dias em ambiente normoxico (estufa umidificada a 21% de
02, 5 % de CO,, 37°C). Ap6s este periodo, o meio + MTT foi retirado e acrescentado 100
pl de solugdo de MTT mantendo a placa de cultura durante uma hora sob agitacdo
constante (Maxi Rocker, Lab-Line). As placas foram retiradas e foi feita a leitura em 590 e
650 nm, usando meio de cultura puro como pardmetro para o branco. Os resultados foram
obtidos usando-se a férmula: Média da 2. da absorbancia de (590nm — 650nm)

3.8 Determinacdo da Producido do TNF-a
3.8.1 Obten¢do de Sobrenadantes de Culturas de Macréfagos

Mondcitos coletados do sangue periférico (item 3.5.1 e 3.5.2) foram cultivados em
pocos de placas de cultura durante 6 dias em estufa umidificada a 21% de O,, 5 % de CO,,
37°C. Ap6s este periodo, adicionou-se LPS (1pg/ml) ou amastigotas de L. amazonensis na
propor¢do de 2:1 (parasito:célula). As células foram incubadas em ambiente hipéxico
(cAmara incubadora com 5% O,, 5% CO», balanceado com N, a 37°C) ou norméxico
(estufa umidificada a 21% de O,, 5 % de CO,, 37°C). Apés 24 horas, os sobrenadandes
das culturas foram aspirados, centrifugados a 1.500 RPM por 10 minutos e congelado a -

70°C para posterior dosagem e detec¢do de TNF-o.
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3.8.2 Teste de Detec¢do de TNF-a
Células de fibroblastos tumorais murinos 1.929 sensiveis a TNF-a (LEEPER &

WOODFORD, 1999) foram usadas nos testes de deteccdo de TNF-a dos sobrenadantes
obtidos de macréfagos humanos.

Cerca de 3x10* células tratadas com actinomicina D, 2ug/ml, foram transferidas
para placa de 96 pocos e incubadas em estufa umidificada a 21% de O, 5 % de CO,, 37°C,
durante 18 horas (MOLL et al., 2000).

As placas de cultura de L929 tiveram o meio de cultura substituido por
sobrenadantes a serem testados. O controle negativo para citotoxicidade foi obtido
incubando células 1.929 em normédxia apenas com meio RPMI 1640, com actinomicina D.
O controle positivo para citotoxicidade foi obtido incubando as células L929 com meio
RPMI 1640 e TNF-a recombinante em uma concentragdo letal (0,9 ng/ml).

As células foram coradas com solucdo de cristal violeta, 0,5% em metanol 20% por
10 minutos, lavadas com dgua destilada. A determinacdo da quantidade de células 1929
sensiveis ao TNF-o foi feita em leitor de ELISA, 540nm (FLICK & GIFFORD, 1984 ¢
MEAGER, et al., 1989).

A porcentagem de toxicidade foi calculada usando o seguinte cdlculo (FLICK &
GIFFORD, 1984):

% citotoxicidade = Média da Absorbancia controle negativo — Absorbancia da amostra

Média Absorbancia controle negativo

A porcentagem média da citotoxicidade de cada amostra foi obtida pela média

simples de seis testes para cada amostra.
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Os resultados sdo comparados com uma curva-padrdo de citotoxicidade obtida
utilizando quantidades conhecidas de TNF-a recombinante recentemente feita em nosso
laboratdrio.

3.9 Analise Estatistica

O teste estatistico utilizado foi o Teste-T independente, do software BioEstat 3.0

(2003).
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4-Resultados
4.1 Obten¢ao de Macréfagos Humanos:

Com o objetivo de comprovar a eficiéncia dos nossos protocolos de purificagdo de
mondcitos de sangue periférico e de cultivo de macréfagos, primeiramente analisamos a
morfologia dos mondcitos. As andlises morfoldgicas iniciais feitas apds a extragdo do
sangue confirmaram a presenca de mondcitos, células comparativamente menores que 0s
macréfagos, com pouco citoplasma e ntcleo reniforme bastante caracteristico (fig.1A).
Apo6s 4 dias de cultivo em meio RPMI 1640, observamos a mudan¢a morfolégica das
células, que passaram a apresentar caracteristicas mais comuns aos macréfagos, isto é,
aumento do citoplasma e nucleo arredondado (fig.1B). Estas células, ap6s 7 e 8 dias de
cultura, apresentavam-se morfologicamente como macrdfagos, isto €, com um grande
nucleo arredondado, quantidade abundante de citoplasma e prolongamentos da membrana
plasmatica (figs. 1C e 1D, respectivamente). A viabilidade analisada por “Tripan Blue” foi
de aproximadamente 95,5%. A confirmagdo de que estas células eram macréfagos veio
também da andlise funcional, isto é, comprovamos sua capacidade fagocitica. Utilizando
formas amastigotas de L. amazonensis e “beads” de poliestireno (figs.1E e 1F),
observamos o0s parasitos e os beads dentro de vacuolos fagocitdrios. Andlises por
citometria de fluxo de células obtidas e cultivadas utilizando o nosso protocolo e realizados
por Bosetto & Giorgio confirmaram o fendtipo caracteristico de macréfagos (CD14",

HLA-DR", CD4, e CD3", BOSETTO & GIORGIO, dados nio publicados).
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Figura 1A: Lamina de esfregaco de
sangue humano contendo mondcito recém
extraido, corada com Giemsa. Notar o
grande nticleo riniforme caracteristico

(aumento de 1000 X).

Figura 1B: Mondcitos humanos apds 4 dias
de cultura, corados com Giemsa. Notar o
aumento da quantidade de citoplasma e o
nicleo arredondado

(aumento de 1000 X).
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Figura 1C Macr6fagos humanos apés 7
dias de cultura, corados com Giemsa.
Notar os prolongamentos aumento do
volume citoplasmatico (aumento 1000 X).

Figura 1D: Macréfagos humanos apds 7 dias
de cultura, corados com Giemsa. Notar os
prolongamentos bastante pronunciados
(aumento de 1000 X).

Figura 1E: Macréfagos humanos apds 7
dias de cultura, corados com Giemsa e
infectados L. amazonensis. Notar o
vacuolo parasitéfago repleto de
amastigotas (aumento de 1000 X).

Figura 1F: Macréfagos humanos apds 7
dias de cultura, corados com Giemsa e
incubados com beads plésticos. Notar os
“beads” envolvidos pela membrana
plasmadtica (aumento de 1000 X).
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4.2 Infeccdo de Macréfagos Humanos com L. amazonensis

Comprovada a viabilidade e a funcionalidade das culturas de macréfagos humanos,
nosso préoximo passo foi avaliar qual das formas infectantes de L. amazonensis
(promastigotas ou amastigotas) apresentaria indices mais satisfatérios de infeccdo. Foram
realizados experimentos comparando-se a porcentagem de infeccio de macréfagos
cultivados com as formas amastigotas e promastigotas. Conforme demonstrado na figura 2,
observamos que os amastigotas, em propor¢des de, 1 ou 2 parasitos por macréfago,
infectavam mais de 50% das células apds 24 horas de cultura. Os promastigotas, mesmo
quando introduzidos em grandes quantidades nas culturas de macréfagos (10 promastigotas
por macréfago), infectaram menos de 20% das células. Como este indice foi inferior
inclusive ao observado nos experimentos com beads (cerca de 35 % das células

fagocitaram os beads), optamos por trabalhar com as formas amastigotas.

70 +

=

50

40 -

=

20 +

H

10 -

% de macréfagos c/ beads ou infectados

beads:cel.(1:1) pro:cel (10:1) ama:cel 2:1

Figura 2: Capacidade fagocitica de macréfagos humanos. Macréfagos humanos apés 7 dias
de cultura infectados durante um periodo de 24 horas com promastigotas de L. amazonensis na
propor¢do 10:1 (promastigotas : macréfago), amastigotas de L. amazonensis na propor¢ao de

2:1(amastigotas : macr6fago) e incubados com” beads” na proporg¢do 1:1 (bead : macréfago).
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A figura 3 mostra resultados de um experimento representativo realizado para
avaliar o nivel de infeccdo de macr6fagos humanos incubados com diferentes propor¢des
de amastigotas de L. amazonensis por macréfagos. Observamos que incubagdes nas razdes
de 50 ou 20 amastigotas por célula resultaram em infec¢des de macr6fagos com excesso de
amastigotas e parasitos aderidos as células, nao sendo possivel uma visualizacdo precisa
dos parasitos. As proporcdes de 10 e 4 amastigotas por macréfago resultaram em excesso
de formas amastigotas dentro de macréfagos, e em lise celular acentuada (propor¢ao de 10
amastigotas por macrofago, fig. 3A). As razdes de 2, 1, 0,5 ou 0,25 amastigotas por
macréfago resultaram em boa visualizacdo dos parasitos intracelulares e facilidade na
contagem de células e parasitas. Nao havendo diferenca significativa entre as razdes de 1 e
2 ama/macro6fago, optamos por utilizar a propor¢do de 2 amastigotas por macrofago, pois,
nesta propor¢cdo encontramos as culturas mais homogéneas em relacdo a infeccido (Fig.

3A). A quantidade de amastigotas fagocitados nesta proporcdo também facilitou a

contagem de amastigotas intracelulares (Fig. 3B).
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Proporgcao de amastigotas por macréfago usado na infecgao
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Figura 3: Infeccio de macréfagos humanos com amastigotas de L. amazonensis. MHP apés 7 dias de cultura
foram incubados por um periodo de 24 horas com amastigotas de L. amazonensis em vdrias propor¢des de parasitas por
células. As laminulas foram coradas com Giemsa e a porcentagem de macrdéfagos infectados (A) e o nimero de
amastigotas fagocitados pelos macréfagos (B) avaliados em microscépio ptico (mac = macréfago e ama = amastigota).

Nao houve diferenca significativa entre as propor¢des de 1/1 e 2/1e 4/1 ama/célula.
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Na figura 4 observamos os indices de infeccdo de culturas de macréfagos humanos
incubados com amastigotas durante varios periodos de tempo. Observamos que no periodo
de 24 horas de incubacdo a porcentagem de infeccdo € cerca de 25% e 35% maior do que
nos periodos de 48 e 72 horas, respectivamente. No periodo de 96 horas de incubacao
observou-se grande quantidade de lise celular. Optamos por trabalhar com o periodo de 24

horas.
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Figura 4: Infeccio de macréfagos humanos com amastigotas de L. amazonensis durante varios periodos de
tempo em normoéxia: MHP apés 7 dias de cultura foram infectados por periodos de 24, 48, 72 e 96 horas (2
amastigotas de L. amazonensis por célula). As laminulas foram coradas com Giemsa e a porcentagem de
macréfagos infectados (A) e o nidmero de amastigotas dentro de macréfagos (B) foram avaliados por

microscopia ética.
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4.3 Infeccdo de Macréfagos Humanos em Hipdxia

Nosso proximo passo foi avaliar o efeito de diferentes protocolos de hipdxia na
infeccdo de L. amazonensis em macrofagos humanos. Foram iniciados os testes
submetendo-se as culturas de macréfagos humanos a microambiente com 6% de oxigénio,
5% de CO,, balanceados com nitrogénio, (hipéxia) ou com 21% de oxigénio, 5% de COa,,
balanceados com nitrogé€nio (normoxia).

No primeiro protocolo, em que os resultados estdo mostrados na figura 5, as células
foram cultivadas durante 7 dias em normoxia e levadas para cAmara hipoxica no 7°. dia,
quando foram infectadas com L. amazonensis e mantidas neste ambiente por 24, 48, 72 e
96 horas. Na figura 5 observa-se que nao houve diferencas significativas nas porcentagens
de infeccdo entre as culturas de macréfagos humanos submetidas a ambiente hipoxico e
normoéxico. Apés 24, 48 ou 72 horas de incubagdo as culturas tinham 46,5%, 35%, 30% e
3% de macrofagos infectados, respectivamente, em normoxia e 42%, 34,5%, 35% e 9% de
infec¢do respectivamente em hipoxia. O nimero de amastigotas por célula ndo variou em
culturas mantidas em normoxia e hipdxia. Apds 96 horas de incubagdo com os parasitos, os
macréfagos apresentaram grande indice de lise celular tanto em hipdxia quanto em

normoxia.
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Comparacio da infeccdo em hipoxia e normoéxia durante diferentes
periodos de tempo (protocolo 1)
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Figura 5: Infeccio de macréfagos humanos por amastigotas de L. amazonensis por varios periodos de
tempo em condi¢oes de hipéxia e norméxia Macréfagos humanos apés 7 dias de cultura em norméxia foram
infectados com amastigotas de L. amazonensis (2 amastigotas para 1 macréfago), e mantidos em ambientes
normoéxico ou hipéxico durante 24, 48, 72 e 96 horas. As laminulas foram coradas e a porcentagem de
macréfagos infectados (A) e o nimero de amastigotas dentro de macréfagos (B) foi avaliado por microscopia

Optica.
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Nao tendo obtido resultados diferentes em ambientes hipdxico e norméxico com o
protocolo anterior (fig. 5), nosso objetivo, a seguir, foi verificar se macréfagos humanos
podiam apresentar comportamentos diferentes em relag@o a infec¢do se fosse modificado o
protocolo de hipéxia. No segundo protocolo testado, macréfagos com 6 dias de cultura
foram incubados por 24 horas em microambiente hipoxico. Apds este periodo de hipdxia
(24 horas no 7° dia de cultura), as células foram retiradas da camara hipdxica, infectadas
em ambiente norméxico com formas amastigotas de L. amazonensis e incubadas por mais
24 horas em ambiente normoéxico (8° dia de cultura). A porcentagem de macréfagos
infectados ap0s este periodo em hipdxia foi comparada com a porcentagem de macréfagos
que permaneceram em normoéxia durante 7 dias consecutivos e infectados com amastigotas
de L. amazonensis. Os resultados mostraram que em culturas submetidas a hipéxia antes da
infec¢do com L. amazonensis havia 72 % menos macréfagos infectados do que em culturas
mantidas em normoéxia (cerca de 47% de células infectadas quando ficaram em nomoxia e
14% de células infectadas quando passaram por hipdxia, fig. 6). O nimero de amastigotas
intracelulares tanto em hip6xia quanto em normodxia foram estatisticamente semelhantes. A
diminuicdo do nivel de fagocitose e de infeccio em macréfagos humanos expostos a
hipéxia € um dado semelhante aos obtidos em nosso laboratério com macréfagos
peritoniais murinos e também em estudos anteriores (LE KOPPELE, et al., 1999 e
COLHONE, et al., 2004).

Nosso proximo passo (protocolo 3) foi avaliar se macréfagos humanos submetidos
a pré-exposi¢ao hipdxia apos 7 dias de incubagdo também teriam comportamento diferente
daquele de células infectadas em normoxia. No terceiro protocolo, macréfagos humanos
com 7 dias de cultura, foram incubados por 24 horas em hipdxia, retirados e infectados em

ambiente normoéxico com formas amastigotas de L. amazonensis e cultivados por mais 24
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horas em normdxia. A porcentagem de macréfagos infectados destas culturas foi
comparada com a porcentagem de macrofagos de culturas que permaneceram em normoxia
durante 8 dias consecutivos e infectados com amastigotas de L. amazonensis. Os resultados
mostraram que estas culturas também apresentaram menores porcentagens de macréfagos
infectados do que as culturas que ficaram em normoxia (cerca de 67% de células infectadas
quando ficaram em nomoéxia e 26% de células infectadas quando passaram por hipdxia,
fig. 7). As quantidades de amastigotas intracelulares em hipdxia e normoxia foram
diferentes estatisticamente.

A seguir, os macrofagos foram cultivados durante 8 dias de cultura em nomoxia
(protocolo 4) e foram retirados deste ambiente, incubados por 24 horas em hipdxia,
infectadas com L. amazonensis no 9°. dia de cultura e comparadas a macréfagos que foram
incubados 8 dias em normdxia e infectados com L. amazonensis em normodxia no 9°. dia de
cultura. Observamos resultados semelhantes aos protocolos anteriores (protocolos 2 e 3),
isto é, reducgdo da infeccdo (61% de células infectadas quando ficaram em norméxia e 34%
de células infectadas quando passaram por hipdxia, fig.8). As quantidades de amastigotas

intracelulares foram estatisticamente semelhantes tanto em hipdxia quanto em normoxia.
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Pré-exposicio a hipéxia no 60. dia de cultura (protocolo 2)
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Figura 6: Infeccao de macrofagos humanos com amastigotas de L. amazonensis em condicoes de pré-
exposicio a hipéxia e em normoxia. : Macréfagos Humanos ap6s passarem por periodo de 24 horas de hipéxia
no 6°. dia de cultura foram infectados com amastigotas de L. amazonensis no 7°. dia de cultura, na proporgédo de
2 amastigotas para 1 macréfago. A porcentagem de macréfagos infectados (A) e o nimero de amastigotas dentro
de macréfagos (B) foram avaliados por microscopia 6tica. Diferencas significativas entre condi¢des normoéxicas

e hipdxicas (¥*P<0,05). Nao houve diferencas significativas entre o nimero de amastigotas dentro de macréfagos.
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Pré-exposicao a hipoxia no 7o. dia de cultura
(protocolo 3)
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Figura 7: Infeccio de macréfagos humanos por amastigotas de L. amazonensis em condicoes de hipdxia e
norméxia. : Macréfagos humanos apds passarem por periodo de 24 horas de hipdxia no 7°. dia de cultura foram
infectados com amastigotas de L. amazonensis no 7°. dia de cultura. (2 amastigotas p/macréfago). A
porcentagem de macréfagos infectados (A) e o nimero de amastigotas dentro de macréfagos (B) foram avaliados
por microscopia Otica. Diferengas significativas entre condi¢des normoéxicas e hipdxicas e entre o niimero de

amastigotas intracelulares (*P<0,05).
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Pre-exposicdo a hipoxia no 8o. dia de cultura
(protocolo 4)
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Figura 8: Infeccio de macrofagos humanos por amastigotas de L. amazonensis em condicoes de hipoxia e
normoxia. : MHP apds passarem por periodo de 24 horas de hipdxia no 8°. dia de cultura foram infectados com
amastigotas de L. amazonensis no 7°. dia de cultura. (2 amastigotas p/macréfago). A porcentagem de macréfagos
infectados (A) e o numero de amastigotas dentro de macréfagos (B) foram avaliados por microscopia 6Gtica.
Diferencas significativas entre condi¢des normoxicas e hipdxicas (*P<0,05). Ndo hd diferencas significativas

entre o nimero de amastigotas dentro de macréfagos.
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O conjunto destes dados e a comparacdo dos resultados demonstram que nos
experimentos nos quais os macréfagos foram infectados apdés um periodo de hipoxia
(protocolos 2, 3 e 4), a reducdo da porcentagem de células infectadas foi significativa, o
que ndo ocorreu nos macréfagos que foram infectados ao mesmo tempo em que eram

expostos a hipdxia (fig. 9).

Quadro comparativo da porcentagem de infec¢ciao em
culturas de macréfagos humanos submetidos a diferentes
protocolos

80
70 -

N
(a]
|

30

% de reducao da infeccio

protocolo 1 protocolo 2 protocolo 3 protocolo 4

Figura 9 — Porcentagem de infeccio em culturas de macrofagos submetidos a pré-exposicao a
hipéxia comparada a porcentagem de infeccio em culturas de macroéfagos infectados durante a
exposicao a hipoxia: As porcentagens de macréfagos humanos infectados com L. amazonensis ap6s
passarem por periodo de 24 horas de hipéxia no 6°., 7°. e 8° dias de cultura e posteriormente
infectados em normoxia (respectivamente protocolos 2, 3 e 4) foram comparadas com as

porcentagens de macréfagos humanos infectados em ambiente hipéxico com L. amazonensis no 7°.
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Para avaliar se macréfagos humanos também modificavam o seu comportamento
em relacdo a outros estimulos quando em hipdxia, também avaliamos a fagocitose de
“beads” neste ambiente. Macréfagos humanos pré-expostos a hipéxia no 6°. dia de cultura
por 24 horas, retirados, e incubados em normdxia com beads, estruturas inorganicas,
fagocitaram cerca de 40% menos “beads” do que macréfagos que permaneceram em
normoéxia (49,5% das células fagocitaram “beads” em média em normoéxia e 31% das
células fagocitaram “beads” em média, em hipéxia, fig. 10). As quantidades de “beads”
intracelulares por macréfagos foram semelhantes em normoéxia e hipdxia (1,5 “beads” em

normoxia e 1,3 “beads” em hipdxia, fig. 10).
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Figura 10 — Porcentagem de beads fagocitados por macré6fagos humanos apds pré-exposicao a hipoxia e
em normoxia. : Macréfagos Humanos apds passarem por periodo de 24 horas de hipdxia no 6°. dia de cultura
foram infectados com beads de poliestireno no 7°. dia de cultura, na propor¢do de 1 bead para 1 macréfago. A
porcentagem de macrdéfagos infectados (A) e o niimero de amastigotas dentro de macréfagos (B) foram avaliados
por microscopia Gtica. Diferencas significativas entre condi¢des normoxicas e hipdxicas (*P<0,05). Nao ha

diferencas significativas entre o nimero de beads dentro de macréfagos.
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4.4 Avaliacao de Alteragdes no Meio de Cultura Apos a Hipdxia

Os experimentos descritos a seguir tiveram objetivo de avaliar se a hipdxia causou
alguma alteracdo no meio de cultura que provocaria a redugdo da fagocitose observada em
macréfagos submetidos a hipoxia (fig. 6, 7, 8 e 10.)

Para avaliarmos o efeito da hip6xia no meio de cultura, culturas de macréfagos
humanos ap6s 6 dias de cultura foram incubadas em hipdxia por 24 horas. Ao serem
retiradas da cimara hipdxica e antes de serem infectadas com amastigotas de L.
amazonensis, culturas de macro6fagos humanos tiveram o meio RPMI trocado por outro
meio fresco, isto é, que ndo foi incubado em hipoxia. Estas culturas foram comparadas
com culturas de macréfagos humanos em meio RPMI que passaram por periodo de
incubacdo de 24 horas em ambiente hipdxico no 6°. dia de cultura e ndo tiveram o meio
trocado. As duas culturas formam infectadas por 24 horas.

Observamos que os macréfagos submetidos a hipdxia que tiveram o meio renovado
tiveram uma porcentagem de infec¢ao (20,%), praticamente igual a porcentagem de
infeccdo observada nas culturas de macréfagos que ndo tiveram o meio renovado, (19,%).
Ambas (com troca e sem troca de meio) apresentaram diferengas significativas em relacao
ao controle normoxico (fig. 11A). Nao houve diferengas significaivas entre as quantidades

de amastigotas fagocitados por célula em ambas as situacdes (fig. 11B).
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Figura 11: Infeccdo de macrofagos humanos por amastigotas de L. amazonensis em condicoes de hipoxia e
norméxia com troca de meio ap6s a hipéxia : Culturas de macréfagos que ficaram em hipdxia, no 6°. dia de
incubagdo, tiveram o meio trocado por meio fresco, enquanto outro grupo permaneceu com o meio que ficou em
hipéxia. Nao houve diferenca significativa entre as duas culturas, somente entre estas e o controle (*p<0,05). A
porcentagem de macréfagos infectados (A) e o nimero de amastigotas dentro de macréfagos (B) foram avaliados por

microscopia ética .

44



4.5 Viabilidade de macréfagos em hipdxia:

Uma possivel explicagdo para a redugdo da porcentagem de infeccdo em
macréfagos humanos submetidos a hipoxia seria que a diminui¢do da tensdo de O, por 24
horas afetaria a viabilidade dos macréfagos. Para determinarmos se a hipdxia influencia a
viabilidade dos macroéfagos foi realizado o teste de MTT (fig. 12). Os dados mostram que a
maioria dos macréfagos permaneceu vidvel apds periodos de 24 horas em ambiente
hipéxico, quando comparados com macréfagos que permaneceram em normoxia. Quanto
menor o indice de absorbancia, maior a mortalidade das células e o controle negativo foi

obtido testando as células com H,O, (fig. 12).
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Figura 12: Teste de viabilidade dos macréfagos humanos. Macr6fagos humanos apés 7 dias de cultura
foram submetidos a 24 horas de hip6xia ou 24 horas de normoéxia e entdo submetidos ao teste de viabilidade

do MTT. O controle negativo (mortalidade das células) foi obtido incubando os macréfagos humanos com

52 mM de H>O» . (* P< 0,05).
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4.6 Producdo de TNF-a por macréfagos em hipoxia;

Eliminados os fatores meio de cultura e viabilidade celular, uma provavel
explicacdo para a diminuicdo da porcentagem de infeccdo de macréfagos humanos
submetidos a hipdxia seria 0 aumento da produc¢do de TNF-o (SCANNELL, et al., 1993 e
LEEPER-WOODFORD et. al., 1999), citocina que estimula macréfagos a eliminarem
amastigotas de Leishmania (BOGDAN, et al., 1990). Para verificarmos se nossas culturas
submetidas a hipoxia tiveram um aumento significativo na producdo de TNF-o, em
comparacdo com as culturas normoxicas, seus sobrenadantes foram testados em culturas de
fibroblastos murinos de linhagem tumoral 1.929, sensiveis ao TNF-q.

Como observado na fig. 13, os sobrenadantes obtidos de macrofagos que
permaneceram em ambiente normoéxico e estimulados por LPS (1ug/ml) produziram um
aumento significativo da citotoxicidade em relacdo aos sobrenadantes de macréfagos que
nido foram estimulados com LPS. Os sobrenadandes obtidos de culturas normdxicas
infectadas com L. amazonensis produziram indices de citotoxicidade em células 1.929
semelhantes aos sobrenadantes das culturas ndo infectadas e ndo estimuladas com LPS. As
culturas infectadas e estimuladas com LPS ndo apresentaram diferengas significativas de
citotoxicidade em comparag¢do com os sobrenadantes obtidos de culturas infectadas e nao
estimuladas com LPS (ambas em norméxia, fig. 13). Por outro lado, sobrenadandes obtidos
de macréfagos que permaneceram em ambiente hipoxico e foram estimulados por LPS
produziram citotoxicidade cerca de 50% maior do que os sobrenadandes de macréfagos
nao estimulados por LPS sob hipéxia. Os sobrenadandes obtidos de culturas hipdxicas
infectadas com L. amazonensis nao estimuladas com LPS produziram indices de

citotoxicidade em células L.929 semelhante aos indices de citotoxicidade provocados por
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sobrenadandes obtidos de culturas hipdxicas infectadas e estimuladas com LPS (fig. 13).
Porém, sobrenadantes destas culturas hipéxicas infectadas, estimuladas ou ndo com LPS,
provocaram um indice de citotoxicidade significativamente menor do que o indice de
citotoxicidade causado pelo sobrenadante de culturas hipdxicas estimuladas por LPS e nao
infectadas com L. amazonensis (fig. 13). Os dados indicam que LPS foi um estimulo para
producdo de TNF-a em hipoxia, e que a infec¢do por L. amazonensis parece ter inibido o

efeito do LPS em macré6fagos.
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Figura 13: Produciio de TNF-o por macréfagos humanos. Células de linhagem tumoral L929 sensiveis ao
TNF-a foram incubadas durante 24 horas com sobrenadandes de meio de cultura provenientes de culturas de
macréfagos primarios humanos submetidos a ambientes hipdxico e normodxico estimuladas ou ndo com LPS
(lug/ml) e infectadas com amastigotas de L. amazonensis. A presenga de TNF-o foi como descrito em
“Materiais e Métodos” (* P< 0,05).

47



5- Discussao

Nas leishmanioses ocorre inflamag¢do ativa com migracdo de leucdcitos
mononucleares, destruicdo tecidual mediada por células inflamatérias e infecgdes
secunddrias causadas por bactérias aerdbicas e anaerdbicas provocando o aparecimento de
areas de baixa tensdo de oxigénio (hipoxia), (WEINGLE & SARAIVA, 1996; GIORGIO
et al.,, 1998; ARRAIS-SILVA et al., 2005). Recentemente nosso grupo de pesquisa
demonstrou que lesdes cutaneas induzidas por L. amazonensis expressam marcador de
hipoxia HIF-1a (ARRAIS-SILVA et al., 2005).

Virios estudos t€ém mostrado que a permanéncia de células como macréfagos em
ambientes com diferentes tensdes de oxigénio provoca alteracdes na capacidade fagocitica,
na atividade metabdlica, nos marcadores de superficie e na producdo de linfocinas
(SCANNELL, et al., 1993; ALBINA, 1995; Stuehr, 1997; LEWIS, et al., 1999; LEEPER -
WOODFORD, 1999 e MATEO, 2003).

Recentemente Colhone et al. (2004), avaliaram o efeito da hipéxia (in vitro) em
macréfagos murinos infectados com L. amazonensis, demonstrando uma reducdo dos
niveis de infec¢ao.

O objetivo do nosso trabalho foi avaliar o efeito da hipdxia em culturas de
macrofagos primdrios humanos infectados com L. amazonensis.

O nosso primeiro passo foi a obtencdo de culturas de macréfagos humanos
primdrios. Os protocolos foram desenvolvidos pela primeira vez no laboratério durante o
nosso trabalho. A obten¢do de mondcitos humanos de sangue periférico e sua
diferenciacdo in vitro para macréfagos seguiram os protocolos de Feldman et al. (1987);
Kelley et al. (1988); Kalmar et al. (1988), nos quais foram obtidos culturas com 95% de

c€lulas mononucleares.
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Pesquisadores, como Ho et al. (1992) e Dorta (1997), cultivaram mondcitos
humanos primdrios com GM-CSF para otimizar a diferenciacdo e a estimulacdo dos
mondcitos. Em nosso trabalho utilizamos os protocolos de Berman et al. (1979) nos quais a
transferéncia dos mondcitos para laminulas de vidro em placas de cultura por 6 a 7 dias de
incubagdo gera o estimulo necessdrio para a diferenciagdo dos mondcitos humanos de
sangue periférico em macréfagos. Nossos resultados demonstram que apds 7 dias de
cultura obtivemos uma populacdo de macréfagos (Figs 1 e 2). De fato, a morfologia tipica
de macrofagos (fig. 1D) e a capacidade fagocitica de “beads” de latex sdo semelhantes a de
macrofagos obtidos por Berman et al. (1979).

Nosso proximo passo foi avaliar a capacidade infectiva de macréfagos humanos.
Durante o processo de padronizacdo dos experimentos avaliamos a diferenca entre as
porcentagens de macréfagos infectados com formas amastigotas e promastigotas de L.
amazonensis, as porcentagem de macréfagos infectados com vérias proporcdes de parasito
por célula, as diferencas nas porcentagems de macréfagos infectados durante diferentes
periodos de tempo (cinética), e a propor¢do de formas amastigotas intracelulares em
macréfagos (carga parasitaria). Em nossos experimentos, a porcentagem de macréfagos
infectados por formas amastigotas de L. amazonensis foi cerca de 30% superior a
porcentagem de macréfagos infectados por formas promastigotas (fig. 2). Assim,
estabelecemos como padrdo para todos os experimentos posteriores, a utilizacdo das
formas amastigotas de L. amazonensis (fig. 2). Em experimentos utilizando propor¢des de
amastigotas por macrofago acima de 2 ama/célula (fig. 3) verificamos que macréfagos
eram altamente infectados (mais que 6 ama/célula). A contagem dos amastigotas ficou
prejudicada quando utilizamos mais que 4 ama/célula, o que poderia causar erros nas

contagens. Outro problema gerado pelo excesso de amastigotas por célula foi o fato de que
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a presenca de muitos parasitos dentro dos macréfagos resultavam em lise destas células (20
ou 50 ama/célula).

Em relacdo aos periodos aos quais os macréfagos permaneceram incubados com as
formas amastigotas de L. amazonensis (entre 24 e 96 horas, fig. 4), as células incubadas
por 24 horas com os parasitos mostraram altas porcentagems de células infectadas e
quantidade de amastigotas intracelulares (fig.4). De fato, culturas de macréfagos humanos
infectados com amastigotas de L. amazonensis por 24 horas tiveram em média 50% de
macréfagos infectados e carga parasitdria intracelular de 3 amastigotas por macréfago
quando a infec¢do foi feita na proporcdo de 2 ama/macrdéfago. Bermam et al. (1979)
utilizando amastigotas de L. donovani e de L. tropica com protocolos de incubagdo e de
infeccdo semelhantes aos nossos observaram média de 40% de macréfagos infectados, e
cerca de 3 amastigotas por macréfagos. Bosque et al. (1998), observaram porcentagens de
infeccdo em torno de 60% ao realizar incubagdo com promastigotas de L. panamensis em
macréfagos humanos primadrios.

Apesar de observarmos que o nimero de macréfagos infectados diminuiu ao longo
do experimento (fig. 4), o nimero de amastigotas presentes dentro dos macréfagos
permanece constante ao longo das primeiras 72 horas de cultura (fig. 4). Sugerimos que
macréfagos muito infectados lisam com o tempo de cultura de 96 horas, o que explicaria a
diminui¢do na porcentagem de células infectadas.

O protocolo mais eficiente para obtencdo e manutencdo de culturas de macréfagos
humanos desenvolvido durante este trabalho foi o seguinte: culturas de macréfagos obtidos
de mondcitos humanos de sangue periférico apés 7 dias de incuba¢do em meio RPMI,

incubadas por 24 horas com formas amastigotas na propor¢ao de 2 ama/célula.
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Estabelecido este protocolo, nosso proximo passo foi avaliar o comportamento de
macréfagos humanos submetidos a hipoxia (6% de Oz, 5% de CO,, balanceado com N).

A principio, infectamos os macréfagos humanos no 7°. dia de cultura em norméxia
e imediatamente introduzimos as culturas em ambiente hipdxico por 24 horas. Nossos
dados ndo indicaram redugdes significantes na porcentagem de macrdfagos infectados
quando comparada a culturas mormoéxicas (fig. 5). Culturas de macréfagos humanos
obtidas e infectadas da mesma maneira, porém incubados por mais tempo em hipoxia (48,
72 e 96 horas) também ndo indicaram reducdes significantes na porcentagem de
macréfagos infectados quando comparadas a culturas normoéxicas (fig. 5). No entanto, em
um segundo protocolo, no qual as células passaram por um periodo de 24 horas em
hipéxia, foram retiradas deste ambiente e infectadas em ambiente normoxico, e ali
permanecendo por 24 horas, verificamos reducdo cerca de 70% na porcentagem de
macréfagos infectados (figs.6 e 9). Observamos redug¢do de macréfagos infectados em
protocolos similares, nos quais os periodos de hipoxia foram administrados em diferentes
dias de cultura. Por exemplo, hipéxia aplicada no 7°. dia de cultura e infec¢@o no 8°. dia em
normoxia, por 24 horas resultou em cerca de 60% menos macréfagos infectados quando
comparados as culturas normoéxicas (figs. 7 e 9). Hipdxia aplicada no 8°. dia de cultura e a
infeccdo durante 24 horas no 9°. dia em normoéxia, também resultou em 45% menos
macréfagos infectados quando comparadas as culturas normoxicas (figs. 8 e 9). Utilizando
outro protocolo similar, aplicando hipdxia no 6°. dia de cultura e incubando os macréfagos
humanos com “beads” de poliestireno no 7°. dia em normoxia, durante 24 horas,
observamos reducdo de 40% na porcentagem de macréfagos que fagocitaram “beads” (fig.

10).
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Poucos sdo os trabalhos que relacionam diretamente a hipéxia com a redugdo da
infeccdo em macrofagos. Peyssomaux et al. (2005) demonstraram que macréfagos
estimulados pela hipéxia reduziram a infeccdo pela bactéria Staphylococcus aureus e
Colhone et al. (2004) verificaram que em macrdéfagos murinos peritoniais e linhagens
tumorais humana (U937) e murina (J774) infectados com L. amazonensis ocorria reducao
de cerca de 45% da porcentagem de células infectadas em culturas expostas a hipoxia.
Degrossoli et al. (2004) também verificaram que culturas de macréfagos murinos
peritoniais e de linhagem tumoral J774 infectados com L. amazonensis quando submetidos
a hipdxia apresentavam reducdo na porcentagem de células infectadas. Nossos resultados
sdo semelhantes, pois também indicam uma reducdo significativa de infec¢do em
macréfagos humanos em hipéxia. Os mecanismos envolvidos na redugdo da infec¢do em
hipdxia ndo foram analisados por estes autores.

Nosso proximo passo foi avaliar se a reducdo das porcentagens de infec¢do nao
estaria relacionada a diminui¢do da viabilidade dos macréfagos devido a hipéxia. Para este
fim realizamos testes de viabilidade celular. O teste de viabilidade celular MTT [3-(4,5
dimethilthiazol-2-yl)- 2,5 diphenyl tetrazolium bromide) avalia a capacidade funcional da
mitocondrias intracelulares através da andlise da producdo de formazan. Segundo
Mosmann (1983), através do teste do MTT € possivel diferenciar células vivas de células
mortas sendo de ampla aplicabilidade para medidas de sobrevivéncia e proliferacdo de
vérias células. Aplicamos este método para avaliar se os macr6fagos humanos submetidos
a hipéxia permaneciam vidveis, e os resultados sdo compativeis com aqueles obtidos por
Degrossoli et al. (2004) e Colhone et al. (2004) e com os dados mostrando que macréfagos
se adaptam a ambientes hipoxicos alterando a sua via metabdlica para via glicolitica

anaerdobia (Lewis, et al., 1999). Nao encontramos diferencas significativas entre as
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culturas de macréfagos humanos cultivadas em hipoxia e em normoéxia (fig. 12), sugerindo
que mesmo ap6s periodos de 24 horas em hipdxia as células estavam vidveis. Vale a pena
salientar que a morfologia de macréfagos em hipdxia é semelhante a de macréfagos em
normoxia.

Uma hipétese aventada para explicar a reducdo da infeccdo em macrofagos
cultivados em hipdxia seria a de que a baixa tensdao de O, causaria altera¢des no meio de
cultura. Para testarmos esta hipétese, culturas de macréfagos apos 6 dias de cultura foram
incubadas 24 horas em hipéxia. Estas foram lavadas, o meio de cultura retirado, os pogos
repostos com meio fresco (que ndo passou por hipoxia) e infectadas com amastigotas de L.
amazonensis. A porcentagem de macréfagos infectados nestas culturas foi comparada com
a porcentagem de macréfagos infectados em culturas de 6 dias, incubadas por 24 horas em
hipdxia e infectadas com amastigotas de L. amazonensis que permaneceram com O mesmo
meio de cultura, ou seja, que ficou em ambiente hipéxico. Nao encontramos diferencas
significativas entre as porcentagens de macrofagos infectados nestas culturas. (fig.11).
Observamos que em ambas as culturas ocorreu redugdo significativa da infec¢do quando
comparadas as culturas que nao passaram por hipoxia (fig. 11). Estes resultados sugerem
que o meio de cultura ndo foi alterado pela baixa tensdo de oxigénio, e assim, nao foi um
fator envolvido na diminuic¢io da infec¢do por L. amazonensis de macréfagos submetidos a
ambiente hipdxico.

Conforme ja assinalado, os mecanismos responsaveis pela redu¢ao da infeccdo com
L. amazonensis em hipdxia ndo foram avaliados anteriormente (DEGROSSOLI et al.,
2004; COLHONE et al.,, 2004). Entre as alternativas para explicar a reducdo na
porcentagem de infeccdo, sugerimos que macréfagos cultivados em hipdxia estdo

“ativados” para produzirem substincias leishmanicidas. Uma possibilidade é que estas
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células produzam TNF-a. Scannell et al. (1993) utilizando macréfagos humanos de
linhagem tumoral THP-1 verificaram aumento da producdio de TNF-a em ambiente
hipéxico. Leeper-Woodford et al. (1999) demonstraram que em macréfagos isolados de
pulmdo de ratos hd aumento da secrecio TNF-a e IL-1 em hipéxia e Lahat et al. (2003)
observaram aumento da producdo de TNF-o em macréfagos humanos obtidos de
mondcitos estimulados com LPS e ativados em hipdxia. Pensamos na possibilidade de que
a produ¢do de TNF-a por macréfagos humanos em hipdxia infectados com L. amazonensis
pudesse estar envolvida na reducao da infeccao.

De fato, as propriedades leishmanicidas do TNF-a sdo relatadas nos trabalhos de
Liew et al. (1990) e Bogdan et al. (1998). Os autores mostraram que a presenga do TNF-a
estd relacionada com a diminui¢do de lesdes leishmanidticas em patas de camundongos
susceptiveis BALB/c e com diminuicdo na carga parasitiria de macrdéfagos murinos
peritoniais in vitro.

Em nossos experimentos utilizamos células fibrobldsticas de linhagem tumoral
L1929 sensivel a presenga de TNF-a. Este bioensaio determina a presenca de TNF-a através
da citotoxicidade das 1.929 e foi utilizado por Leeper-Woodford, et al. (1992) para avaliar
a producdo de TNF-o em macrofagos alveolares em hipdxia. Nossos resultados mostram
que sobrenadantes de culturas de macréfagos humanos estimulados com LPS em norméxia
apresentam aumento significativo de citotoxicidade para a L929 quando comparados aos
sobrenadantes de culturas de macréfagos nao estimulados com LPS em normoxia (fig. 13),
Em sobrenadantes de culturas de macréfagos estimulados com LPS em hipéxia também
houve aumento significativo de citotoxicidade em L929 (cerca de 50% maior do que a de
sobrenadantes de células que nio receberam LPS, fig 13). Estes dados sdo semelhantes aos

de Lahat et al. (2003) onde foi verificado aumento da produ¢do de TNF-o em macréfagos
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humanos primarios estimulados com LPS em hip6xia. Os dados indicam que a hipdxia age
sinergicamente com o LPS e produz mais TNF-a do que macréfagos em normoéxia
estimulados com LPS (fig. 13). Nossos resultados também sdo semelhantes aos de Leeper-
Woodford et al. (1999) que observou aumento cerca de 35% na producao de TNF-o em
macréfagos alveolares de ratos estimulados por LPS em hipdxia. Avaliamos também a
producdo de TNF-a em sobrenadantes de culturas de macréfagos sob normoéxia e
infectadas com L. amazonensis, na presenca ou nao de LPS. Nesse caso, as células
infectadas ndo apresentaram niveis diferentes de TNF-a em relacdo as células ndo
infectadas (fig. 13). No entanto, sobrenadantes de culturas de macréfagos em hipdxia e
infectados com L. amazonensis na presengca ou ndo de LPS apresentaram producao
reduzida de TNF-a quando comparados aos sobrenadantes de culturas ndo infectadas em
hipdxia. Esses dados sugerem que o TNF-a ndo estd atuando como fator leishmanicida e
que sua producdo estd inibida com a infeccdo em hipoxia. Assim, a infec¢do por L.
amazonensis parece induzir uma diminui¢do da producdo de TNF-a, e no caso do ambiente
hipdxico, onde observamos incremento da producdo desta linfocina, a redu¢do do TNF-a
foi mais evidente. Estes resultados sdo compativeis com dados da literatura, pois a acao
evasiva de Leishmania nos macréfagos ja foi relatada. Por exemplo, Passwel et al. (1994),
demonstraram a acdo inibitéria de Leishmania no ‘“burst” respiratorio, isto €, em
diminui¢@o progressiva de mecanismos oxidativos dos macréfagos. Ghalib et al. (1995) e
Sartori et a. (1997) relataram que as infeccdes por L. donovani e L. brasiliensis nao
induziram a producdo de IL-12 e de TNF-a em macréfagos. De Almeida et al. (2003)
relataram efeitos inibitérios causados por L. donovani em mondcitos humanos de sangue
periférico, tais como a inibi¢ao da expressao da proteina de superficie CD11b (receptora de

LPS e promotora da transcricio do fator transcripsional NF-kB). Segundo Leeper-
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Woodford et al, 1999 macréfagos alveolares sob hipdxia apresentam aumento na produgdo
de NF-kB, o que influenciaria na produgao de TNF-q.

Podemos sugerir que a hipéxia € um poderoso estimulo quando associado ao LPS
para a produc¢do de TNF-a, porém o parasito intracelular L. amazonensis atuou como um
inibidor da expressdo de TNF-a.

Outros mecanismos leishmanicidas devem atuar em macréfagos cultivados em
hipéxia. A produ¢do de intermedidrios reativos de nitrogénio, espécies descritas como
leishmanicida em macréfagos murinos (WILHELM et al., 2005; AWASTHI, et al., 2004;),
assim como a produ¢do de intermedidrios reativos de oxigénio (MURATA, et al., 2002;

GREGORY et al., 2005) poderiam estar envolvidos no fendmeno observado neste trabalho.

Foi possivel, com os experimentos realizados neste trabalho, demonstrar que
macréfagos humanos originados de mondcitos periféricos quando cultivados em
microambiente hipoxico tém reduzida a sua carga parasitdria e que este fendmeno nao esta
relacionado com a mortalidade das culturas de macréfagos. Nos também sugerimos que a
producdo de TNF-a ndo estar envolvida nos mecanismos leishmanicidas observados nestes

macréfagos.

Este trabalho abre perspectivas para se estudar mais detalhadamente o
comportamento dos macrofagos humanos frente a infec¢do com um parasito intracelular
em microambiente de cultura similar ao microambiente encontrado em lesdes

leishmanidticas e em reagdes inflamatdrias.
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6-Conclusoes

Podemos concluir que:

1- A hipéxia altera a susceptibilidade de macréfagos humanos ao parasito L. amazonensis.
Culturas de macréfagos submetidos a periodos de hipoxia (protocolos 2, 3 e 4 do
“Materiais e Métodos) quando comparadas a culturas de macréfagos que permaneceram

em normoxia tem uma porcentagem significativamente menor de células infectadas.

2- A hipéxia ndo altera a viabilidade dos macréfagos humanos. Macréfagos submetidos a
periodos de hipdxia quando comparados pelo método do MTT, a macrofagos que
permaneceram em ambientes normoéxicos apresentaram indices de viabilidade

estatisticamente semelhantes.

3- Macréfagos humanos estimulados com LPS submetidos a periodos de hipéxia produzem
TNF- a, mas a infeccdo pelo parasito L. amazonensis ¢ um fator de inibi¢do da producao
desta linfocina. Culturas de macrofagos estimulados com LPS, submetidos a hipéxia e
infectados com amastigotas de L. amazonensis mostraram uma producdo
significativamente menor de TNF-a quando comparadas as culturas de macréfagos
estimulados por LPS, em ambiente hipéxico que ndo foram infectadas. A producdo de
TNF-a parece ndo estar envolvida na redu¢dao do indice de infeccdo de macréfagos

humanos por L. amazonensis.
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